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論文内容要旨
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 薬物代謝酵素は,血中の薬物濃度を決定し,薬効ならびに毒性発現を決定する主な因子と考えられて
 いる。薬物併用時の薬物代謝酵素の誘導ならびに阻害は,薬効の減弱ならび副作用発現の背景要因となっ
 ている。そのため,薬物代謝酵素活性の変動に関する知見は,治療効果の向上と副作用発現の回避,な
 らびに医薬品開発に欠くことのできない要素と考えられる.
 チトクロームP450(CYP)は,代表的な薬物代謝酵素で,脂溶性物質の酸化に機能している。なかで
 もCYP3A4は,肝および小腸で多く発現し,現在汎用されている半数以上の薬物の代謝に関わっており,
 薬物代謝能を決定する重要な因子である。CYP3A4活性は,大きな個人差が認められており,遺伝的背
 景に加えて環境因子の影響を受けている。遺伝的背景に起因するCYP3A4活性の個人差は,デノミクス
 を用いた手法で予測可能になりつつある。しかし,環境的背景に起因するCYP3A4活性の個人差は,環
 境因子とCYP3A4発現レベルの変動に関する知見が十分でなく,精度よく予測するには至っていない.
 そのため,環境因子とCYP3A4発現レベルの変動に関する詳細な知見が必要とされている。
 化学物質によるCYP3A4遺伝子転写活性化(CYP3A4誘導)は,核内受容体NRII群に含まれる
 pregnaneXreceびor(PXR),constitutiveandrostanereceptor(CAR)ならびにvitam宝nDreceptor(VDR)を介
 して起こるとされている。これら核内受容体はCYP3A4遺伝子上流の結合サイトを共有し,協調的に働
 いている。したがってCYP3A4誘導の分子機序を正確に理解するには,PXR,CARおよびVDRの寄与
 を明確に区別する必要がある、そこで本研究では,種々の化学物質のCYP3A4誘導能を評価し,核内受
 容体に対するsmalllnterferingRNA(siRNA)を発現アデノウイルスを用いて,化学物質によるCYP3A4
 誘導における各受容体の関与について検討した。
 まず,外来異物として農薬に着目した.農薬は,動植物の駆除の目的で使用され,最終的に環境中に
 放出される.環境中に放出された農薬は,食物,空気,水などを介して,ヒトへ取り込まれる危険性が
 あり,肝薬物代謝能に影響与える可能性がある.しかしながら,農薬のCYP3A4誘導能は十分に評価
 されていない。そこで,CYP3A4誘導能を簡便に評価できるCYP3A4レポーター遺伝子安定発現細胞株
 (3-HO細胞)を用いて,5種の殺菌剤/防カビ剤[tetrac鼓loroisophtめalonltrile(TPN),エクロメゾル,
 イノプロチオラン,メプロニルおよびフルトラニル],5種の殺虫剤[クロロピリフォス,0,0-diet騒y1-0一
 (3-methy14-nitrophenyl)phosphorothio&te(MEP),エオトキサゾール,0-ethyl-0-4-ni重rophenylphenyl
 phosghonothioate(EPN)およびインキサチオン]ならびに7種の除草剤[クロロネブ,2-chloro-4.6-bis
 (ethylamino)一1,3,5-triazin(CAT),プロピザミド,ピリブチカルブ,ジチオピル,イソフェンフォスお
 よびダイムロン1のCYP3A4誘導能を評価した.その結果,EPN,インキサチオンおよびヒ。リブチカル
 ブは強いCYP3A4誘導能を示した.さらに,ヒ。リブチカルブによるCYP3A4レポーター活性の濃度依存
 的変動を,ヒトPXRアクチベーターであり典型的なCYP3A4誘導物質であるリファンピシン(RIF)な
 らびにクロトリマゾールと比較検討したところ,ピリブチカルブは羅Fやクロトリマゾールより低濃度
 でCYP3A4を誘導し,ピリブチカルブの見かけ上のEC,。値は灘FのEC,。値の約i/10であった(ピリブ
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 チカルブ,0.2!μMl瓢F,2.18μM)。さらに,bPXR-s1RNA発現アデノウイルスを用いて,聖N,インキサ
 チオンおよびピリブチカルブによるCY鈴A4誘導におけるptXRの寄与を検討した.その結果,羅F添加
 時と同様に,ヒ。リブチカルブ,インキサチオンならびにEPN添加によるCYP3A4レポーター活性の上昇
 は碑XR-siRNA発現アデノウイルスの力価依存的に減少した。なお,代表的なVDRアクチベーターで
 ある1α,25一ジヒドロキシビタミンエ),(VD,)添加時のCYP3A4レポーター活性の上昇は,建XR-siRNA
 導入による影響を受けなかった.レポーター活性に加えて,内因性CYP3A4遺伝子の転写について解析
 するために,CYP3A4mRNAレベルに対する各種農薬や核内受容体一siRNAの効果を検討したところ,
 CYP3A4レポーター活性の結果と非常に類似した結果が得られた.最後に,体内動態を考慮したピリブ
 チカルブのCYP3A4誘導能を,マウス個体を用いたinvivoレポーターアッセイにより評価した。その結果,
 ヒトPXR非導入時はヒ。ルビチカルブ投'与によるCYP3A4レポーター活性の上昇は認められなかったが,
 アデノウイルスを用いてヒトPXRをマウス肝に発現させると,ピルビチカルブの投与によりCY鈴A4
 レポーター活性が上昇した。本研究により,環境中にCYP3A4誘導能を持つ農薬の存在が明らかになっ
 た.今回検討した構造の異なる17種の農薬のCY勝A4誘導能を評価した結果,ヒ。リブチカルブ,イン
 キサチオンならびにEPNは,強力なCYBA4誘導物質であると推定された.なかでもピリブチカルブ
 は搬Fよりも低濃度でCYP3A4誘導すると予想された.加えて,ヒ。リブチカルブ,インキサチオンなら
 びに理Nは鑑Rを介してCYP3A4誘導を起こしていると示唆された。
 次に,内因性のCYP3A4誘導物質として胆汁酸に着目した。胆汁酸は,肝でコレステロールから生合
 成され,そのほとんどが腸肝循環をしており,肝と腸管に局在している。この分布はCY23A4の発現部
 位と類似しており,胆汁酸は,CYP3A4発現レベルに影響している可能性がある。そこで本研究では,
 肝モデル細胞としてヒト肝癌由来HepG2細胞を,また小腸モデル細胞としてヒト結腸癌由来LS盈74丁細
 胞を用いて,コール酸,ケノデオキシコール酸,デオキシコール酸,リトコール酸(LCA)およびウル
 ソデオキシコール酸のCYP3A4誘導能をCYBA4レポーター活性により評価した。狂鱒G2細胞および
 LS174丁細胞ともに10μ磁LCA添加で著しいレポーター活性の上昇が認められたが,他の胆汁酸添加
 (100μ巌まで検討)では,著しいレポーター活性の上昇は認められなかった。また,LCA濃度依存的
 CYP3A4レポーター活性の変動をHepG2細胞とLS174丁細胞で比較検討した.その結果,LCA添加によ
 るCYP3A4レポーター活性の上昇は,猛e夢(32細胞よりもLS174丁細胞の方が,低濃度で認められた。一
 方,RiF添加によるCYP3Aレポーター活性の上昇は,LS174丁細胞よりも}{叩G2細胞の方が低濃度で
 認められた.LCAのCY沼A4誘導プロファイルは,ヒトPXRアクチベーターである羅FのCYP3A4誘
 導プロファイルと異なっていた。さらに,LCAによるCYP3A4誘導の分子機序の解析を行った.LCA
 は核内受容体PXR,VDR,FXRを活性化することが知られている.LCAよりもFXRに対する高親和性
 を示すCAやCDCAによるCYP3A4レポーター活性の上昇がほとんど認められなかったため,LCAに
 よるCYP3A4誘導におけるFXRの寄与は小さいものと考えた。そこで,HepG2細胞ならびにLS174丁
 細胞におけるPXRとVDRの発現レベルを羅一PCRで調べた結果,書XR.の発現レベルは}iepG2細胞
 とLS174丁細胞で同様であったのに対し,VDRの発現レベルは}{epG2細胞よりもLSi74丁細胞の方が
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 高かった。櫨xR-siRNAならびに赴vDR-siRiNA発現アデノウイルスを用いて,LcAによるcYP3A4レ
 ポーター活性の上昇におけるPXRな・らびVDRの寄与を検討した.PXRアクチベ一夕ーである贈Fによ
 るCY鱈A4レポーター活性の上昇は,HepG2細胞およびLSi74丁細胞ともに,肥XR-slRNA導入により
 減少したのに対し,LCAによるCYBA4レポーター活性の上昇は,HepG2細胞およびLSi74丁細胞とも
 に,hPXR-siRNA導入による大きな変動が認められなかった。一方,碑DR-siRNA導入により,Vエ)Rア
 クチベーターであるVD、によるCYP3A4レポーター活性の上昇は・翫pG2細胞およびLS174丁細胞とも
 に減少した。これと同様に,LCAによるCYP3A4レポーター活性の上昇も,HVDR-siRNA導入により,
 HepG2細胞およびLS174丁細胞ともに減少した.最後に,体内動態を考慮したLCAのCYP3A誘導能を
 マウスにて検討した.LCA投与によるマウスCyp3農誘導は,肝で認められなかったが,小腸で認められ
 た。肝のPXRならびにVDRの発現レベルを調べた結果,PXRの発現レベルは肝と小腸で同様であった
 のに対しVDRの発現レベルは肝よりも小腸の方が高かった.そこでヒトVDRを導入することで,LCA
 投与による肝CYP3A誘導が認められるかを,マウスCyp3a発現レベルならびにCYBA4レポーターアッ
 セイで評価した。その結果,期待されたとおり,ヒトW)Rを導入によりLCA投与によるCyp3a発現レ
 ベルの上昇ならびにCYP3A4レポーター活性の上昇が認められた.以上より,胆汁酸のCYP3A4誘導能
 を評価した結果,LCAが最も強いCY露A4誘導能を示した.また,LCAは,肝よりも小腸でCYP3Aを
 強く誘導することから腸管CYP3A4誘導物質であると推定され,PX鼠よりもVD民を介してCYP3A4誘
 導を起こしていると示唆された.
 本研究で,CYP3A4遺伝子レポーターアッセイならび核内受容体一slR』NA発現アデノウイルスは,改
 良点が残されているが,未知化合物のCYP3A4誘導能の評価ならびにCYBA4誘導の機序解析に有効で
 あった。これらのシステムによって,CYP3A4誘導における核内受容体N灘亙群の機能ならびに役割が
 明確になり,複雑なCYP3A4誘導の分子機序の一端を解明できた、本研究で得られた結果がCYP3A4発
 現の個人差予測の実現に貢献し,薬物療法ならびに医薬品開発の向上をもたらすことを期待する.
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 審査結果の要旨
 薬物代謝酵素活性の変動の情報は,治療の最適化と副作用の回避,そして医薬品の開発に欠くことが
 できない。チトクロームP450(CYP)は,代表的な薬物代謝酵素で,なかでもCYP3A4は,肝および小
 腸に発現し,汎用薬物の代謝に深く関わっている.CYP3A4活性には,大きな個人差がある。現在,環
 境的背景に起因するCYP3A4発現レベルの変動に関する知見が十分でなく,精度よくCYBA4活性の
 個人差を予測するには至っていない。CYP3A4誘導の正確な理解には,核内受容体PXR,CARおよび
 VDRの寄与を明確に区別する必要がある。本研究では,種々の化学物質のCYP3A4誘導能を評価し,
 核内受容体に対するsmallinter石面ngRNA(siRNA)を発現させて,CYP3A4誘導におけるPXR受容体の
 関与について検討された.環境中に放出された農薬は,ヒトへ取り込まれると肝薬物代謝能に影響与え
 る可能性がある.CYP3A4誘導能を簡便に評価できるCYP3A4レポーター遺伝子安定発現細胞株(3-1-10
 細胞)を用いて,17種の農薬のCYP3A4誘導能を評価した結果,ヒ。リブチカルブ,インキサチオンなら
 びに貯Nは,強力なCYP3A4誘導物質であると推定された。なかでもピリブチカルブはリファンヒ。シ
 ンよりも低濃度で,PXRを介してCYP3A4誘導を起こすと示唆された.また,胆汁酸LCAは,肝より
 も小腸でCYP3Aを強く誘導することから腸管CYP3A4誘導物質であると推定され,PXRよりもVDR
 を介してCYP3A4誘導を起こしていると示唆された。
 本研究では,新たに開発したCYP3A4遺伝子レポーターアッセイならび核内受容体一siRNA発現アデ
 ノウイルスを用いて,未知化合物のCYP3A4誘導能の評価ならびにCYP3A4誘導の機序解析への利用性
 を示した。これらの系は複雑なCYP3A4誘導の分子機序の理解に有益であり,よって本研究は,薬物代
 謝領域の研究に寄与すること大であり,博士(薬学・医療薬学)の学位論文として合格と認める。
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